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　　　The　urea　synthesizing　enzyme．s　of　human　liver　tissues，　namely，　carbamylphosphate　synthetase（CPS），
ornithine　transcarbamylas．e（OCT），　argininosuccinic．acid　synthetase（ASS），　argininosuccinase（ASase），
arginas．e（Arg），　have　been　measured　betwee．n　prenatal　and　postnatal　period．
　　　Furthermore，　the　concent．rations　of　protein，　free　amino　acids　of　these　samp正e．s　were　measured　by　t．he
use　Qf．母n　automatic　amin．o　acid　analyser　and　the　relation　between　u．rea－synthesizing　enzyme　a．ctivities　and
the　fre．e　amino　acids　was　examiIled．　Specime．血s　from　70　autopsied　human　livers　obtained　from　fetuses，
prem．ature　infan亡s，　newborn　infan．ts，　infants，　children．and　adults　were　examined．
　　　　The　results　were．　as　follQws：
　　　　1）The　mean　of　activities　of　urea　synthes．izing　enzymes　s．howed　a　increased　pattern　fQr　OCT，　Arg，
at　foetal　iife，　wh．ereas　those　of　CPS，　ASS　and　ASase　of　fo．etal　livers　showed　no　signi五cant（li鉦erence　in
each　stage．　Excep．t　for　Arg，　other　four　enzyme．　activities　were　higher　in　the．　postnatal．than　tho．se　in　the
foetal　life．　Arginase　activities　indicated　m．axiInal三ncrease　at　a　gestational　age　between　28－31　weeks　and
decreased　in　the　postllatal　life．
　　　2）The　relative　activities　of　the　four　e．nzymes　were　expressed　on　the　basis．　of　ASS．　In　the　foeta1
1ife，　the　value　of　fQur　relative　activities　showed　significantly　increased　pattern，　but　in　the　postnatal　li．fe，
those　w’ere　cQnstant　or　s正ightly　decr．eased　pattern．
　　　3）The　degree　of　urea－synthesizing　enzyme　activities　in　each　stage　was　expre．ssed　as　percent　of　the
value　measur．ed　in　children．　All丘ve　enzyme　act．ivitie．s　were　pre．sent　in　30％or　more　of　those　of　childrell
even　at　a　gestational　age　between　12－19　weeks．　From　these　results，　it　wa．s　deduced　that　urea　synthesized
by　themselve．s　in　early　foetal　stages．
　　　4）There　has　been　no　significant　dif〔erence　in　the．concentrations　of　total　protein　and　free　amino
acids　be重ween　foetal　ahd　pqstnatal　Iiver　tissues．　The　ratio　of　essehtial　ami且Q　acids　to　total　free　amino
acids　was　slightly　greater　in　the　pQstnatal　liver．
　　　5）As　concerned　w．ith　a　component　of　the　free　amino　acids　in　the　liver　ti．ssues，　gユuta皿ine，　glutamic
acid，　glyρine　and　tauri．ne　acc．ounted　for　50－60％of　the　total　amino　acids　i且the　foetal　livers，　while，　gluta－
mine，　glutamic　acid，　glyci．ne　and．alanine　occupied　45－50％of　the　total　amino　acids　postnatally．　Moreover，
concentrations　o．f　taurine，　serine　and　threonine　were　signi五cantly　higher　in　the　foetal　tissues，　w．h＝ereas
those　of　methionine　and　alanine　were　rather　lower．
　　　6＞The　relation　betw．een　urea　synthesizing　enzyme　activities　and　the　free　amino　acids　was　examined．
In　the　foetal　life，　urea　synthesizin．g　enzyme　activ玉ties　were　low，　however，　the　concentrations　of　free　amino
acid．s　in　the　Iiver　were　not　necessarily　high．　The　ratios　of　the　alnino　acids　concemed　with　urea　cycle
substrates（aspartic　acid，．glutalnic　acid，　ornithine）showed　no　signi丘cant　difEerence　as．compared　with
other　fr．ee　amino　acids，　It　was　thQught　that　ammollia　detoxications　have　been　done　su缶ciently　with　thQse
Iow　enzyme　activities．　　　　　　　　　　　（Received　August　13，1977　and　accepted　September　29，1977）
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緒 言
　生体内，アミノ酸，蛋白代謝のdynamicな流れの中で
アミノ酸の主要成分窒素も常に移動している．種々のアミ
ノ酸分解経路のうち特に脱アミノ反応では，多量の有毒な
アンモニアが生じてくるが，ヒトにおいては，その大部分
が尿素への生合成により，すみやかに解毒排泄される．す
でに成長の停った成熟個体であっても，一定量のアミノ
酸，タンパク質の補給が必要であり，摂取した量にほぼ等
しい窒素が主に尿素として排出されている．尿素合成の経
路すなわちornithine　urea　cycle（Krebs－Henseleite）で
は1回転ごとに2分子のアンモニアと1分子の炭酸ガスか
ら，1分子の尿素が合成される．尿素合成の場は，主とし
て肝であるが，一部は腎，脳，赤血球，線維芽細胞等で
行われていることが知られている1卍3）．今回urea　cycle
enzymeとして，尿素合成に直接関与する5つの酵素活性
について，胎児期から学童に至るまでの系統的な活性測定
を行い，ヒト発達段階の一つの指標としての基礎的デー
ターを求めた。さらに，胎児期と出生後での酵素の相対的
活性パターンの差異の有無，および胎児期の尿素生成，お
よび排出の時期につき検討を行い，合わせて下組織内に存
在する遊離アミノ酸総量，および必須アミノ倍量を求め，
尿素合成酵素群の活性結果との関連性，および骨組織内遊
離アミノ酸組成の胎児期特徴につき検討し，2～3の新知
見を得たので報告する．
A．研究材料
　urea　cycleの酵素活性の測定およびアミノ酸組成は，ヒ
ト胎児肝と剖検肝で行った．！975年1月より1977年1月
まで札幌市内の産院で法的手続を得た上で人工妊娠中絶が
行われた在営12週から31週までの肝36例，および札幌
医大小児科，札幌市立病院小児科，青森県立中央病院小児
科入院死亡の未熟児剖検7例，加えて1974年7月より1977
年1月までの問に札幌医大小児科入院死亡の新生児，乳児
幼児；学童の剖検例24例である．さらに成人剖検肝は，北
大第一病理より得られた3例を用いた．材料は原則として
死後4時間以内に採取した．また活性測定まで一70℃に
保存したが，保存期間による活性値低下の有無を考慮し，
同一検体につき1ヵ月，6ヵ月，1年と活性を測定し，誤
差範囲内の変動を認めるのみであり，保存による活性値の
低下はないものと考えた．また，新生児1例，未熟児1例
に死後11時間経過後の材料が含まれているが，その活性
値は死後4時間内採取群と比較して酵素活性に低下が認め
られなかったためそのまま採用した．尚，胎児月齢は月経
胎齢を採用し，在胎期間を基準に4つの群に分類した．
各群の例数は撃墜12週から19週以内10例，20週以上23
週以内10例，24週以上27週以内10例，28週以上32週
以内6例でいずれも人工妊娠中絶時，愚体に異常は認めら
れなかった．出生後の分類は便宜上，未熟児を1群とし，
出生後1ヵ月未満を新生児，1ヵ月以上1歳未満を乳児，
1歳以上最高9歳までを幼児，学童としてまとめ，成人と
合わせて5群に分類した．剖検肝はいずれも入院時および
入院経過中臨床的に肝障害がなく，また，病理学的に肝に
病変を認めず，代謝異常のないと考えられるものでステロ
イドの使用もない．また，アミノ酸自動分析には量的に充
分量採取されたもののみについて行った．分析し得た例数
は，在朝12週～19週以内4例，在世20週～23週以内6
例，在胎24週～27週以内5例，在胎28週～31週以内6
例，未熟児4例，新生児8例，乳児5例，幼児・学童3例，
成人例3例である．
B．実験方法
1）urea　cycle酵素活性について
　（1）酵素剤の調整
　基質に用いた酵素剤はornithine　transcarbamylase（以
下OCTと略す）を除き，すべて市販（Sigma　Chemical
Co．）のものを用い，　carbamyl　phosphate　synthetase（以
下CPSと略す）活性測定に必要なOCTは牛肝よりBur－
nett　and　Cohen4阿7＞の方法を用いて分離精製した．操作
は，屠殺後1時間以内の牛肝より氷冷の下に抽出操作を行
った．牛肝400gから，線維部分を除ぎ，ハサミで細切し，
その3009に0．9M冷KCI溶液900　mJを加え，45秒間
Waring　blendorでホモジナイズした．牛肝ホモジネート
をチーズクロスで濾過し，OQC　7，000×g，45分間遠沈し
た．沈渣に0．9M冷KCIIZを加え，懸濁し，再び7，000×g
20分間遠沈した（1回目の洗い）．再度，この操作をくり返
し（2回目の洗い），沈渣を一20QC冷アセトン液，約3～4♂
中に充分撹拝しながら滴下し，45秒間更に撹伴し，吸引濾
過する．このときの収量は約60gであった．このアセト
ン粉末を2分し，アセトン粉末，各々30gに対し，冷再蒸
留水5倍量を加え，30分間静置，再度この操作を行い，30
分静置後，4，000×8’，15分間遠沈し，残渣は捨て各々抽出
後の上清600m♂を60℃20分間温浴，0。Cに冷却後，硫酸
アンモニウムを加え，2．5M～3．2　Mでの沈澱分画を遠沈に
て集め，0．1Mトリス緩衝液各5n1♂で溶解し一70。Cに保
存した．尚，0．1m♂中のOCTは約450単位であった。
　（2）肝ホモジネート液の調整
　a）Schimke法9）
　OCT，　arginase（以下Argと略す）測定に用いた方法
で，肝組織約20mgを秤量し，19倍量の氷晶脱イオン水
47（2） 中村一肝組織内urea　cycle　enzymeについて 129
を加え，1分間ホモジネートしそのまま反応に用いた．
　b）Brown　and　Cohen8）法
　CPS，　argininosuccinic　acid　synthetase（以下ASSと
略す）およびargininosuccinate　cleavage　enzyme（以下
ASaεeと略す）測定の方法で，肝組織，約1gに0．1％
cetyltrimethylammonium　br。mide（以下CTBと略す）
9倍量加え，約2分間ホモジネートし，40C，4，000xg，15
分間遠沈し，上清（S、とする）における活性を測定した．
CPS測定の原法は，上記沈渣にさらに同量の0．1勿CTB
を加えて撹伴後，遠沈し，その上清（S2とする）に上記上
清S1を加えて用いるのであるが，著者は測定感度をあげ
るため，S1分画をさらに超音波（10　kHz，1分間）処理し，
細胞破砕により，ミトコンドリア部分に存在する酵素の遊
離をはかり測定に用いた・
　（3）尿素サイクル5つの酵素活性測定方法8，9）
　酵素活性測定方法はSchimke法とBrown　and　Cohen
法の2法を用いた．5つの酵素のうちOCTおよびへrg活
性はSchimke法をCPS，　ASSおよびASaseはSchimke
法によるバラツキが大きいためBrown　and　Cohen法を
用いた．
　a）CPS測定法
　　　　　　　　　　　　　　　　N－acetyl　glutamate
　Ammoηia十bicarboηate十2ATP一→
　　　　　　　　　　　　　　　　Mg昔
　　　carbamyl　phosphate十2ADP十Pi
　CPSは上記反応を触媒するが，本酵素に充分量のorni－
thineとOCT（牛馬より精製）を同時に反応させ，生じた
citrulline量をS．　Ratnerの法10）により比色定量した・
assay　mediumは50μmoles　ammoniu皿bicarbonate，
5μmoles　ATP，5μmoles　L－ornithine，5μ皿01es　N－
acetyl　L－glutamate，10μmoles　magnesiu皿sulfate以
上5つの試薬を脱イオン水にて溶解0．3m♂とし，　pH　7，0
に調整し，mixtureとした．使用直前に氷予価でCO2を
吹き込みpH　6．8とした．反応は基質としてOCT　O．1　mZ
（＝75単位に稀釈），抽出液0．25mZ，脱イオン水0．35皿Z中
にmixture　O．3　mZを加えて反応を開始させincubation
time　37QC，15分間その後0．5　M　perch1・ric　acid（PCA）
5m1を加えて反応を中止させ，遠沈後の上清3，0　m♂を発
色に用いた．blankはincubation前に0．5　M　PCA　5．O　mZ
を加えたものを用いた．
　b）OCT測定法
Carbamyl－phosphate十〇rnithine一一→citrulline十Pi
　OCTは上記の反応を触媒する酵素でありS，　Ratnerの
法10）によりcitrullineを定量した．　assay　Inediumは，
0．05Mglycyl　glycine（pH　8．0），0．015　M　L－ornithine，
0．02Mcarbamyl　phosphate以上3種類の試薬に脱イオン
水と抽出液0．025m♂を加えて全量1．O　m♂とした．　incuba－
tion　time　37℃15分間で反応中止のため！5鬼PCA　2，5　mJ
を加え，遠沈後，上清0．5mZをcitrulline定量に用いた．
なお，carbamyl　phOsphateは溶液として不安定なため，
使用直前に溶解した．
　c）ASS測定法
　　　　　　　　　　　　　　　　Mg什
　⇒　Citru11云ne十aspar亡ate十ATP一一→
　　　　　a「9inino　succinate十AMP十ppi
　ii＞Arginino　succinateぞ＝ゴargilline十fumarate
　ASSはi）を触媒するcondensing　enzymeであり，　ii）
を触媒するのがcleavage　enzymeである・cleavage　en－
zymeは常にcondensing　enzymeより高値を示すことが
証明されており8）condensing　enzymeの測定には，　i），　ii）
の両者を合わせた活性を測定した．このため，あらかじめ
充分量のArgを加え，生じた尿素をS．　Ratner法10）に
より定量した．assay　mediulnは5μmoles　magnesium
sulfate，5μInoles　ATP（pH　7．0），5μmoles　L－citrulline
（pH　7．0），5μmoles　L－aspartate（pH　7．0），50μmoles　po－
tassium　phosphate　bu旋r（pH　7．0）以上，5つの試薬を
脱イオン水で溶解し，0。5mZとし，　pH　7．0に調整した．
（あらかじめ虚血面分を作製し，一18。C保存した．）反応は，
5っの試薬mixtureにArg　20単位を加え，肝抽出液0．5
mJを加えて反応を開始させ，37DC　1時間incubationし，
0．5MPCA　5．O　mZにて反応を停止させ，遠沈後の上清2，0
mZのureaを定量とした．　blankはa）と同様とした．
　d）ASase測定法
　前記。）のii）の反応を触媒し，　assay　mediumは，2μ
m・ユes　argininosuccinate（pH　7．0）（協和醗酵より供与），
50μmoles　potassium　phosphate　bu晩r（pH　7。3）に充
分量のArg　20単位と肝抽出液0，05　mZおよび，脱イオン
水を加えて全量7．0皿♂とした．incubation　timeは37。C
15分間，これに0．5MPCA　5。O　mZを加え，遠沈後の上清
10mZ中のureaを定量した．
　e）Arg測定法
　　　　　　　　　Mn升
　Arglnine十water一一→urea十〇rnithine
　Argは上記の反応を触媒し，　assay　mediumは0．01　M
manganeous　sulfate，0．25　M　arginine（pH　9．7）脱イオン
水，および肝抽出液0．02mZを加え全量1．O　mZとした．
37℃，10分間incubationし15傷PCA　2．5　m♂を加えて
反応を停止させ，遠沈後の上清0．1mZ中のureaを定量し
た．なお，citrulline，　ureaの発色法はS．　Ratnerの法10）
を用い，また，蛋白定量にはLowry　6彦α♂．11）の方法を用い
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Age 　CPSM±SD　N
　OCT
M±SD　　N
　ASS　　　　　ASase
M±SDN　M±SDN
　　Arg
M±SD　N
gestational　age
12－19weeks
　　20－23
　　24－27
　　28－31
premature
newbQrn
！－！2months
1－9　years
adult
0．89±0．32　　9
0．89±0．63　10
126±0．50　　8
0．95±0．41　　6
1．83±1，53　　6
2．26±0．89　　8
1．93±0．39　　5
1．59±1，48　　8
1．15±0，19　　2
10．68±　3．90　　9
13，60ゴ＝　4．95　　8
15．21＝ヒ　5．90　10
15．69±　232　　6
18．79±　3．20　　7
23．65±　9．86　　8
30．46±　　6．58　　5
36．95±11．85　　8
0．67±　3．08　　3
0．28±0．18　　9　　　2．33±1，42　10
0．32±0，19　　9　　　2．44±1．25　10
0．19±0．07　10　　　2．68±1．02　10
0．22±0．08　　6　　　3．09±1．33　　6
0．08±0．04　　4　　　3．71±2．86　　7
0．33±0，16　　8　　　3．46±2．92　　8
0．58±0．15　　5　　4．41±1．79　　5
0．55±0．29　　8　　　3．94±1．24　　8
Q．54±0．31　　3　　　3．78±1．54　　3
7．18±2931　10
68． 3±35．11　10
89．5 ±22．65　　9
110．46±2996　　6
5．35±57．37　　7
47．32±23．16　　8
49．19±10．09　　4
80．33土35．57　　8
87．37±44．35　　3
Table　1（b）　5彦α’歪5加α♂α7τα乏y∫∫∫勿＆乙448／zガ∫オ詑5孟
12－19W
20－23
24－27
28－31
Pre－
mature
New－
　　born
！－12m
1－9Y
12－19W
20－23
24－27
28－31
P「e－mature
ne㍉v－
　　born
！－12m
1－9Y
CPS
20－23
ND
24－27
ND
＼JN・
＼＼、
28－31
ND
ND
ND
＼＼
Pre－
m批ture
ND
New－born
●　　　o
ND卜・
ND
ND
ND
＼　＼　　ND
＼
＼
142m
ND
＼　　　ND＼＼＼．
＼
1－9Y
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
＼
adu正t
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ASS
20－23
ND
＼
＼
24－2728－31
NDIND
ND
＼＼．＼
＼
ND
＼、
ND
Pre一
皿乱ture
●
＼
New－
　born
ND
＼・．．、
＼
＼、
n2ml・一9Y
●
ND
＼
ND
ND
＼＼
adult
ND
ND
o
ND
ND
ND
ND
OCT
20－23
ND
＼＼
＼、
24－27
ND
ND
28－31
■
Pre－mature
ND　1
ND
＼
ND
ND
New．一
　born
ND＼　＼＼［ND
＼
－＼．
＼
＼
1－12m
ND
＼、
1－9Y
ND
＼
adult
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
Arg
20－23
ND
＼＼＼．
24－27
ND
＼＼
28－31
ND
ND
Pre一
皿ature
ND
ND
ND
＼　＼　　ND
　　＼＼＼＼＼．
New－
　bQrn
ND
ND
ND
＼
＼㍉、
1－12m
ND
ND
ND
ND
＼＼
1－9Y
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
＼
adult
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND；Indicates　that　there　was　no　sighificant　difEerece
　・二　Indicates　p＜0．05　　　・　・＝　Indicates　pく0．01
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た．各酵素活性単位は，蛋白1mg当たり，1時間に生成さ
れるcitrullineまたはureaのμInolesとして表わした．
IP　肝組織内遊離アミノ酸組成について
　1）アミノ酸定量分析前処置法12）
　細片肝19に対し0，15M冷KIC1溶液4容量を加え，充
分ホモジナイズし，更に超音波発生装置を用い超音波（10
1（Hz，1分間）で細胞を破砕した．このうち0．3　mZは蛋白
定量に用いた，さらに，除蛋白のため4％sulfosalicylic
acidをホモジネート液の3容量加え，10分間室温放置後
4，000×g20分間遠沈し，上清をアミノ酸定量分析まで
一20℃に保存した．
　2）遊離アミノ酸定量分析
　分析装置は日本電子6AH型アミノ酸自動分析罹を用い
塩基性アミノ酸分析のために，カラム25．5cm，充填剤，ス
ルホン化ポリスチレン樹脂を使用し，カラム温度，30。C，
60℃，溶出液はNa－citrate　buffer，第1buffer（pH　4．30），
第2bu∬er（pH　5．10）総分析時間5時間25分とした．中酸
性アミノ酸分析条件は，カラム45．5cm，充填剤は塩基性
の際と同じ樹脂，カラム温度30℃，60℃，buf［erはしi－
citrate　bufferを用い，第1bufEer（pH　2，73），第2buffer
（pH　3．15），第3bu任er（pH　3．90）とした．総分析時間8時
間45分の条件により分析し得た21種類のアミノ酸定量分
析値をデジタルインテグレーターにより求めた．
C．実験結果
1）尿素サイクル酵素活性
　1）尿素サイクル酵素活性測定値
　在胎週門別，年代別に分けた9群につき5つの酵素活性
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値の変動を求め，さらに推計学的検討を加え（Table　1（a），
1（b））に示した．
　a）　CPS活性値（Fig．1）
　在胎12週より成人までの9つの群間の平均値の分散比
F検定は2．34（0．01〈p〈0，05）とこの分散比は意味があり，
9群に分け’ることにより明らかにCPS活性値の差がある
ことが認められた．更に各群ごとの差をt検定した値
（Table　1（b））では新生児，乳児期は胎生期に比し，有意上
昇を示した．幼児，学童は8例中3例が極端に低値を示し
たために平均値は乳児期とで差が認められなかった．未熟
児例は，ばらつきが多いこと，および成人例は2例のため
統計からはずした．
　b）OCT活性値（Fig．2）
　9つの群間での平均値のF検定は19．7（p〈0．01）とCPS
の場合と同様，群間の差が認められた．さらに2群間の差
の検定は，在胎12週～19週に比し，在胎28週～3！週は
有意に上昇し，出生後も幼児，学童期にむけ段階的な上昇
を認めた．成人活性値はむしろ低下の傾向であった，
　c）Ass活性値（Fig，3）
　9つの暫間の平均値のF検定は4．59（p〈0．01）と有意差
が認められた．さらに2群間のt一検定結果では在胎24週
から在野31週までに比し，未熟児は有意の低下を示し，未
熟児よりさらに，新生児，乳児は有意の上昇を認め，乳児
期以降は活性に変動は認められなかった．すなわち，胎児
期の活性値は変動なく，出生後に比し低く，かつ，出生後
は乳児期まで段階的に活性上昇を示し，乳児以降の変動は
認められなかった．
　d）ASase活性値（Fig．4）
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　9つの群間の平均値のF検定は099（p＞0．05＞と加齢に
よる酵素活性の有意差は認められなかった．
　e＞Arg活性値（Fig．5）
　9つの群間，平均値のF検定は2．56（pく0．01）で群間の
有意差が認められた．さらに2群間でのt一検定では胎児期
は在胎12週～19週より在胎28週～31週まで，段階的活
性上昇を認め，在世28週～31週をピークに出生後は，新生
児期，乳児期と有意の活性低下を示し，乳児以降はむしろ増
加傾向を示した．以上，5つの酵素のうち，ASaseは加齢
による変動は全く認められなかったが，CPS，　OCT，　ASS
活性は出生後に比し，いずれも胎児期低い値を示し，出生
後はCPSが新生児期に，　OGTは幼児期に，　ASSは乳児
期，夫々にピークを示した．Argのみは出生後より胎児期
の方が活性が高く，新生児期，乳児期に最低の値を示した．
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　2）ASSを1とした場合の他の酵素の相対的活性の
　　比較検討
　各検体，1個体内尿素サイクル5つの酵素の回転速度を
比較するため，最大活性が一番低い値であるASSを1と
し，他の4つの酵素活性値の相対活性を求めた，（Table　2）
　a）　胎児其月（Fig．6）
　Fig．6はASSを1としたときの各酵素比を示したもの
で，CPS，　OCTは相対的活性に全く差が認められなかった
が，反応がすすむにつれ各胎齢共に上昇カーブを示し，差
Arginase
　も明らかとなり，尿素生成最終段階のArgでは在胎12週
　～19週に比し，在胎28週～31週に明らかな有意差を認
　めた．
　　b＞出生後（Fig．7）
　　未熟児7例中，材料不足により3例がASS測定不可能
　であった．1例はCPS測定不可能のため3例についての
　み検討した．図の如く未熟児の相対的活性上昇をピーク
　に，新生児乳児共水平パターンを示し，Argでの相対的な
　活性パターンの差異が特徴的であった．
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Table　2　　εz〃7z〃1α1つノげフ曜4α’云ぴβαα加πガθ∫（ゾz〃僧α正．6ツ（メ88η登y1π63
　　　　　　　　　∫η　々麗〃βα72　zゴ刀87P診ガ∫5μ85
オL幌医誌　1978．
Age
Case
　N
　CPS
M±SD
OC．T
M±SD
ASS ASase
M±SD
Arg
M±SD
gestatiOnal　age
12－19weeks
　　　20－23
　　　24－27
　　　2．8－31
premature
newborn
1－12months
1－9years
adult
8
8
7
6
3
7
5
7
2
5．71±3．63
4．45±4．85
595±2．52
5．03±2．93
9，46±2．12
6．39±2．58
3．51±0．79
3．，75±2，68
　　3．63
43．07±　32ユ7
51ユ3±　25．17
81．31±　56．18
　84．33±　33．6．8
147．97±10099
　76．75±　　50．73
　56．84±　20．89
．73．47±　　36．86
　　　59ユ1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
　9．96±8．3．8
11．09±8．31
13．76±6．18
16．Q3±9．71
13，60±1．86
　9．37±4．6．2
　8．39±3．79
　7．50±3．84
　　　9，59
200．15±！43．22
313．66±212．67
450．91±181，65
568．12±2．25．03
524，70±320．64
13L45±　　66．98
　79．53±　　12，74
180．87±147．57
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　3）各群における5つの酵素活性の比率の検討（Fig．8）
　本来，成人活性値を100弩とし各酵素百分比を求めるが，
著者は成人例が3例であり，活性値が文献的に報告されて
いるように5つの酵素共，必ずしも高い値を示さなかった
ため，小児期を100傷とした時の比率を求めた．図の如く
在胎12週～19週すでに5つの酵素共，小児期コントP一
ルの30鑑以上の値を示した．5つの酵素のうち，OCT，
ASSは胎児期30～50傷代であったが，　Argのみは高く，
在胎28週～31週でコン1・P一ルを上回る135弩を示した．
出生後は，未熟児を除き，新生児以降5つの酵素共60％
以上の比率であり，胎児期高い比率を示したAr9は60弩
代にとどまり，出生後はCPSの比率が高くなっているの
が特徴的であった．
II＞肝組織内蛋白量及び遊離アミノ酸定量分析値
　i）肝組織内蛋白：量（Fig．9）
　胎児期と出生後での差は全く認められない．
　ii）肝組織蛋白当たり遊離アミノ酸総量および必須アミ
　　ノ酸総量の平均値の比較（Fig．10）
　遊離アミノ酸総量は胎児期と出生後での差を認めない．
必須アミノ酸総量は絶対値での差はないが，アミノ酸総量
に対する必須アミノ酸総量の．百分比の比較では，胎児期に
比し，新生児期，幼児期に高い傾向を示した．9つの群のう
ち，特に乳児期でのアミノ酸総量は一番低い値であった．
　ili）肝組織内遊離アミノ酸組成およびアミノ酸総量に
　　対する百分比
　21種類の遊離アミノ酸分析結果を（Table　3）に示した．
胎児期グルタミン＋グルタミン酸，グリシン，タウリンが
全アミノ酸の50～60傷をしめ，以下アラニン，セリン，ス
レオニン，リジン，プロリン，アスパラギン，ロイシンの順
となり，胎生初期と末期でのアミノ酸組成および百分比は
変動が認められなかった．出生後は上記アミノ酸のうち，
タウリンにかわりアラニンが加わって全体の46～56％を
しめた．アミノ酸総量の平均値に対する個々のアミノ酸の
百分比を胎児期と出生後で比較した結果，明らかに差を認
めたのは，タウリン，セリン，スレオニンが胎児期に高く，
逆にメチオニン，アラニンは胎児側が低かった．
III）尿素サイクル5つの酵素活性値と肝組織内遊離
　アミノ酸定量分析値との関連性
　（Fig．1！）の如く，尿素サイクルに関与する5つの酵素活
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Table　3CO吻0η鰯げ伽α漉η0α醐5勿伽ηαη伽6撹ガ∬鰯
　　　Age
　Case　N
Amino　acid
12－19weeks
　　　　4
Mean±SD
20－23w．eeks　24－27　weeks　28－31　weeks
　　　　8　　　　　　　6　　　　　　　6
Mean±SD　Mean±SD　Mean±SD
　prerロature
　　　　4
Mean±SD
　newborn
　　　　8
Mean±SD
1－12months　1－9　years
　　　　5　　　　　　　3
Mean±SD　Me．an±SD
　adult
　　　　3
Mean±SD
Orni．thine
Lysine
Histidine
Arginine
Taurine
Aspartic　acid
Threonine
Serine
Asparagine
Glutamine
Glutarnic　acid
Proli．ne
Glycine
Alanine
Citrulline
Valine
Cystine
Methionine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylanine
Cystathionine
｝
｝
2．0±0，6
4．0±1，2
1．5±04
0．0（1）
！1．0±5．3
3，5±0，7
4．4±1．8
5．2±0．8
1，7±0．2
25．2±
　　　10．5
3．3±15
18．2±2．1
9．4±4。2
2．3±0．7
2．0土0．5
0．6±0．3
1．5±0．6
2．3±α8
1．0±0．4
1．3±0．1
0．6±0．1
2．5±α4
5．6±0．6
1．7±0．1
0．5（2）
9．6±2．5
1．7±1．0
5．2±1．0
5．5±0．8
1．8±0．7
29，3±
　　　20．2
3．7（2）
22．0±1．3
7．2±3．2
2．8±α7
2．8±0．3
0．4±0．1
1，3±0．4
2．9±0．8
2。1±1．0
1，7±0．7
0．8±0．9
2．2±0．5
3．6±0．7
1．4±0．1
1．0（1）
11．2±2，1
3．0±0，7
5．2±0．6
　5．．5±0．9
1．5±0．2
28．2±6．0
3．2±1．2
18．6±1．7
6．6±2．2
2．2±0．5
2．6±0．3
0．2±0ユ
1．0±0．2
2．4±0．6
1．4±0．2
1ユ±0．3
0．4±0．3
2．6±0．7
4．9±1．2
1．8±0．3
0．4（1＞
！2．3±1．2
2．8±09
6．1±0．3
6．3±1．1
1．5±0．！
22．3±1．3
3．6（2）
20．4±3．6
8．2±4．0
2．7±0．8
2．5土0．3
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3ユ±1．1
5．6±13
2．2±05
　trace
5．3±1．4
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2．2±0．4
20．2±89
5．1（2＞
19，5±5．7
13．7±5．5
3．1±0．9
2．3±！．0
0。7±0．3
1．7±0．4
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1．8±0．6
2．5±0．5
0．6（2）
1，4±0．2
3．3±1．4
1．5±0．0
0．8（2＞
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2．5±0．7
3．5±二1．7
1．4±0．5
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3．0（2）
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4．4±1．7
1．8±1．4
0．6±0，1
1．5±0．2
3ユ±09
1．7±1．1
1．8±0．2
0．3（2）
3．5±0．9
4．2±2ユ
1．8±0．5
0．8（1）
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2．7±1，4
2．8±0．8
2．8±0．3
1、5（2）
20ユ（2）
42（2）
17．0±4．2
19．1±3．0
2．7±0．4
2．6±0．6
0．7±0．1
1，5±0．2
3、6±0．3
1．8±0．3
1．9±α4
0．4±0．0
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性値をそのまま反映するパターンを示した．尿素サイクル
の基質となるオルニチン，アスパラギン酸，グルタミン酸の
値と酵素活性量との関連性は認めることが出来なかった．
考 按
1）尿素サイクル酵素活性
　アミノ酸分解過程で生じたアンモニアは最終的には，尿
素合成系に入り，尿素として排出されることはすでに述べ
たが，文献的に動物実験では，主としてratおよびpigの
肝を用いた尿素サイクル5つの酵素活性の胎仔期発達に関
し，！959年Kennan　and　Cohen13）により始めて詳細な
検討がなされて以来，1960年代Brown　and　Cohen8），
Schimke14）およびRatner15）の一連の研究が報告されて
いる．成長の著しいヒト胎児肝のurea　cycle酵素活性は
1961年Kennan　and　Cohen16）が3例の胎児につき，始
めて5つの酵素活性を測定し報告している．更に胎児期
の発達過程に於ける系統的な活性測定としては，1968年
Colombo　and　Richterich17）は妊娠初期（三胎60日から
110日胎児）を対象にASSを除く4つの酵素および肝重量
当たりの尿素量を測定しCPS，　ASase，　Argとも在胎50
日と110日目に活性値の上昇を認め，妊娠初期における2
峰性のピークを指摘し，妊娠初期での急激な胎児成長の反
映と推定した．同じく1968年Raihaら18・19）が主に三胎
10週から20週迄の14例を中心に行ったurea　cycle酵素
活性測定結果を新生児，乳児，成人と比較し，さらに発達
段階での胎児肝sliceを用い勿面齪）に生成された尿素
量を比較し，在胎20週の胎児では，基質が充分量与えら
れるとき，尿素合成し得ることを報告した，今回著者は，
胎生12週～31週までと従来報告されていない胎生期の酵
素活性につき検討したが，その結果は，酵素活性値の平均
では，5つの酵素共，各々独立に固有の発達形態を示した
点，従来の報告と全く異なっていた．5つの酵素のうち，
ASaseのみは各群とも同じ活性値で月齢別，年齢別の差
が認められ かった．逆にOCTは5つの酵素のうち，唯
一の段階的発達パターンを示し，特に幼児期，学童期にピ
ークを示した．ASSは律速酵素として5つの酵素の中で
も，特に注目され，古くから研究されているが，ratを用
いた実験20）ではASSは胎児期まとんど活性を示さず，出
生後24時間以内に急激な活性上昇を来し，成熟ratの50傷
に達し，urea排出の時期と広く一致するとしてASS活性
値を尿素生成の時期の目安としたが，著者の結果からは，
在胎12週～19週，すでに小児期コン1・ロールの50傷の活
性があり，かつ，・各段階ともASS活性値の急激な上昇が
認められない点，R試ihaら19）の報告とよく一致し，尿素生
成の時期の目安とはなり得ない結果であった．また，佐藤，
西塚21）はratを用い14C一ラベル炭酸投与による尿素回路
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中間体の挙動から，ASSにかわりCPSの方が律速酵素で
あると推定しており，著者の結果をあてはめた場合，胎生
初期すでに50％の活性を認め，ASS同様CPSのみの結
果から尿素生成時期の目安とはなり得なかった．以上，
CPS，　OCT，　ASS，　ASaseの4つの酵素に比し，　Argは
胎児期すでに幼児，学童以上の活性があり，出生後はむし
ろ活性の低下を示し，他の4つの酵素とは異った特徴的な
パターンを示した．Raihaら19）の成績でもArg活性は在
胎20週で成人（100％とし）の45％の値であり，出生後も
8週で成人のほぼ50傷にとどまり，他の4つの酵素（CPS，
OCT，　ASS，　ASase）が生後8週で70～80％以上の活性に
達するのに比し，Argは低い値のままであった．動物実験
でもSchimke22），　Asida　and　Haper23）の報告があり，や
はりArgに関しては，他の4つの酵素と異った変動を示
すことを強調し，著者の結果でも特徴的な動向を示し，興
味ある所見であった．次にASSを1とした場合の相対的
活性の系統的な検討は，いままでに報告されていない．
　著者の図からも明らかなように，胎児期と出生後のパタ
ーンの違い，さらに尿素合成の最終段階であるArgの相
対的活性の比較から，在胎月数に伴い有意の上昇が明らか
となり，胎児の体重が急激に上昇する時期に一致して尿素
の合成を促進させるような結果が得られたが推測の域を脱
しない所見であった，前述したArgを除く4つの酵素活
性値では，胎児期よりむしろ出生後の方が高い値を示した
のと一見矛盾した結果であった．ただ，動物実験24）では，
摂取窒素量の増加分はすべて尿素排出増加としてとらえる
ことが可能とされ，ヒト胎児の場合も，母体由来の持続的
窒素量の摂取増加の結果，尿素合成酵素群の相対的活性上
昇をもたらしたとも考えられるが，生体内でのより複雑な
因子，すなわち，個々のアミノ酸を分解する酵素の問題，
生合成の問題，さらに，脱アミノ反応の量的問題が関与し
ているものと考えられる．さらに，小児期を100％とし，
5つの酵素の百分比をRaihaらの成績と比較した結果で
は，在胎20週号すでに5つの酵素共30傷以上の活性を認
めたこと，およびArgは乳児期でも50傷前後の値である
点はRaihaら19）の報告と類似していたが，　CPS，　ASSは
Raihaら19）によって示された段階的上昇はなく，著者の結
果は，各段階での変動が多く，他のOCT，　ASase，　Argに
比し不安定な酵素とも考えられた．以上urea　cycle酵素
活性結果と従来の文献的記載に基づき，胎児腎における尿
分泌の時期を推定してみた．機能的に妊娠10週で腎は尿
分泌能力を有していると言われており，またFriedberg25）
の報告では，胎生2ヵ月～3カ月噂すでに，羊水中に尿素
が認められるが，母体血清中に相当する量と広く一致し，
この時期での尿生成はなく，むしろ羊水中濃度が母体血清
中濃度をかなり上回る6ヵ月以降を尿生成の時期としてい
るが，著者はむしろColomboら17），　R註lhaら18）が指摘
した在隊12週ですでに胎児自身による尿素の生成があり，
一部胎盤を経て母体に，一部羊水中に排出され腎の特有な
形態および構造が備わる妊娠20週以降羊水中に尿素が著
明に上昇すると推定したが，さらに検討を要すると考えら
れた26～28）．
II）アミノ酸定量分析について
　1948年目hristensen　and　Streicher29）は急激な成長を
なす細胞内アミン酸濃度の測定のためmanonユetric　nin－
hydrin法を用いguinea　pigsの胎仔と母体の骨格筋アミ
ノ酸濃度およびrabbitの胎仔と母体の骨格筋，心筋のア
ミノ酸濃度の測定結果より，胎仔側が母体側の3～5倍の
高濃度を有していることを指摘した．guinea　pigs，　rabbit
の胎仔および人間の胎児と母体間血漿中アミノ酸濃度の分
析でも胎（仔）皇軍にアミノ酸が高濃度であることを指摘し
た．1966年Ryan　and　Carver30）は遊動22週～24週のヒ
ト胎児肝5例と成人肝5例の肝組織内遊離アミノ酸をアミ
ノ酸自動分析法により測定した定量結果は，肝重量当たり
遊離アミノ酸総量は胎児側が成人値より大であり，肝内ア
ミノ酸組成も21種類のうち，バリンのみが成人肝に高濃
度であり，タウリン，スレオニン，アラニン，メチオニン，
イソロイシン，ロイシン，チロジン，フェニルアラニン，
オルニチン，リジン，ヒスチジンが胎児側に有意に上昇し，
この点は文献的に検討した結果（すなわち，胎児と母体血
漿中のアミノ酸の関係）と広く一致することを示唆した．
Ryanら30）は5カ．月という限られた時期の結果であるのに
反し，今回の著者の系統的な測定結果からは，肝組織内蛋
白量，および蛋白当たり遊離アミノ酸総量および必須アミ
ノ酸総量は胎児期と出生後で明らかな差は認められず，ア
ミノ酸総量に対する必須アミノ酸百分比が出生後僅かに高
い傾向を示した．
　成長の速い胎児では合成過程の昂進により，必須アミノ
酸の取り込みも多いと考えられるが，石川31～33）がラット
胎仔贋帯動脈差から得られた結果では，必須アミノ酸の胎
仔による取り込みは比較的少なく，著者の胎児肝組織内必
須アミノ酸量も少なく，石川の結果と類似した所見であっ
た．また，アミノ酸組成に関してはRyanら30）の結果と
異なり，出生後に高いのはメチオニン，アラニンであり，
胎児側はタウリン，セリン，スレオニンが高い値であった．
ただし著者は蛋白当たりの数値の比較であり，Ryanら3。）
は，dZ中の量として表わしてある．また，著者の結果につ
き，文献的に報告された膀帯動脈差34鐸38）および羊水中ア
ミノ酸組成39梶1）の分析結果と比較検討したが，ヒト胎児
肝組織，贋帯血，羊水とを関連づける結果を得るまでにい
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たらず，肝組織内と血漿中アミノ酸量は必ずしも平行した
値ではなかった．最後に尿素サイクル5つの酵素活性値と
肝組織内遊離アミノ酸定量分析値との関連性は，従来報告
はなく，著者の結果でも酵素活性値をそのまま反映してお
り，胎児期urea　cycle酵素活性値は低いにもかかわらず，
遊離アミノ酸の肝濃度が高値をとらないのは，胎児期に存
在する酵素活性：量で充分アンモニア処理がなされているこ
とが示唆された．Ghadimi　and　Pecora42）の報告では，尿
素サイクルの基質となる，アスパラギン酸，グルタミン酸，
オルニチンは妊娠初期（在胎19週～25週）での贋帯血中濃
度が母体血中の7～8倍の高値を示し，妊娠末期で，ほぼ母
体血中と同値となり，他のアミノ酸に比し，尿素サイクル
の基質としてのアミノ酸のみが高濃度である結果を得てい
るが，著者の結果では，むしろアスパラギン酸，グルタミ
ン酸，オルニチンは胎生初期，末期および出生後の変動が
認められず，血漿中43）と組織内では尿素サイクルの基質と
なるアミノ酸量は異った傾向を示すものと考えられる．
結 語
　ヒト胎児期より成立にいたるまで系統的に行った，肝組
織内尿素サイクル酵素活性測定値および遊離アミノ酸測定
結果を詳細に検討し，以下のことが明らかとなった．
　1）5つの酵素活性値の平均は，胎児期にはOCT，　Arg
は段階的活性上昇を示したが，CPS，　ASSおよびASase
は変動がなく一定の値を示した．Arg以外の4つの酵素
は出生後の方が胎児期より活性が高い値であったが，Arg
は在胎28週～31週に最高で，出生後はむしろ低下してお
り，この点従来報告がなく新知見と思われた．
　2）ASSを1とした場合の尿素合成酵素群の相対的活
性を比較した値は，胎児期と出生後で明らかなパターンの
差異が認められ，特に胎児期，在胎12週～19週から在胎
28週～31週に向け上昇傾向であり出生後は下降の傾向を
示し，胎児期でのアミノ酸代謝並進を推i測させる結果を
得た．
　3）5つの酵素活性の各月齢ごとの百分目より在胎12部
門19週時，各酵素共，すでに小児期コントロールの30瑠
以上の活性があり，肝でのurea生成はかなり早い段階で
行われていることが推定された．5つの酵素のうち，Arg
活性の動向は，他の4つの酵素と異なる動向を示した．
　4）三組織内蛋白量，遊離アミノ酸量，および必須アミ
ノ酸総量は胎児期と出生後の明らかな差は認めないが，遊
離アミノ酸量に対する必須アミノ酸のしめる割合は出生後
の方がやや高い傾向を示した．
　5）肝組織内遊離アミノ酸組成は胎児期グルタミン，グ
ルタミン酸，グリシン，タウリソがアミノ酸総量の50～
60傷であり，出生後はタウリンにかわり，アラニンが加わ
った．また，胎児期はタウリン，セリン，スレオニンが高
く，メチオニン，アラニンは出生後の方に高く，他のアミ
ノ酸は胎児期と出生後で差はなかった．
　6）尿素サイクル酵素活性値と肝組織内遊離アミノ酸定
量分析値との関連性は，出生後に比し胎児期低い酵素活性
を示すにもかかわらず，肝内アミノ酸量は高値を示さない
結果より 胎児期の酵素活性量で充分にアンモニア処理は
なされているものと考えられた．尿素サイクルの基質であ
るアスパラギン酸，グルタミン酸，オルニチンの値も，胎
児期から出生後まで変動はみとめられなかった．以上の基
礎データーに基づき，胎生期，肝における各酵素の性状の
変動，すなわちmutant　enzymeが胎生各時期に存在する
か否かを究明するために，さらにはurea　cycle酵素と関
連した先天代謝異常症の胎児期診断の一指標として今後役
立つものと考えられる．
　本論文の要旨は，第80回日本小児科学会（昭和52年札
幌市）において発表した．
　稿を終えるにあたり，実験および論文作成に際し，御教
示いただきました当教室の大柳和彦講師，ならびに十川英
明助手に深謝致します．
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